\ ■ 



(19) 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(id EP 0 971 233 A1 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



(43) 


Date de publication: 


(51) Intel 7 G01 N 33/50, G01N 33/72 




12 01 2000 Bulletin 2QO0/O2 


■ ) 


Mumprn Hp Hcrnnt QQAinmo 7 

IXUIilclU UtS |J(_H, 9910UU \ £. . t 




(22) 


Date de depot: 05.07.1999 




(84) 


Etats contractants designes: 


(72) Inventeurs: 




AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


• Van Agthoven, Andre 




MC NL PT SE 


13009 Marseille (FR) 




Etats d'extension designes: 


• Fornelli, Christine 




ALLTLVMKROSI 


13009 Marseille (FR) 


(30) 


Priorite: 09.07.1998 FR 9809006 


(74) Mandataire: Rinuy, Santarelli 






14, avenue de la Grande Armee 


(71) 


Demandeur: Societe Anonyme dite: 


75017 Paris (FR) 




IMMUNOTECH S.A. 






F-13276 Marseille Cedex 9 (FR) 





(54) Reactif et methode pour la permeabilisation et ('identification des erythrocytes 



(57) Un procede de permeabilisation des erythrocy- 
tes dans lequel Ton soumet les erythrocytes a Taction 
successivement 

(a) d'un agent de fixation comprenant un aldehyde 
aliphatique et un oligosaccharide, 



(b) d'un agent de permeabilisation comprenant un 
detergent et un oligosaccharide, 

kit de permeabilisation des erythrocytes, kit d'immuno- 
marquage des erythrocytes foetaux, et procede d'iden- 
tification des erythrocytes foetaux par immunomarqua- 

ge. 
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Description 

[0001] La presente invention concerne de nouveaux 
reactifs et un nouveau procede de permeabilisation des 
erythrocytes, ainsi que son application a P identification 5 
des erythrocytes foetaux par une nouvelle methode 
d'immunomarquage. 

[0002] Des methodes d'analyse cytometrique des 
erythrocytes foetaux apres marquage a Paide d'anti- 
corps fluorescents a I'interieur des erythrocytes existent 10 
deja. 

[0003] Un anticorps et sa methode est commercialise 
par la societe BIOATLANTIQUE a Nantes (France) sous 
les denominations « Anticorps monoclonal anti-hemo- 
globine foetale » et « Protocole pour la cytometric de is 
flux ». Cette methode a Pinconvenient d'etre longue et 
compliquee avec douze lavages et 16 heures d'incuba- 
tion. 

[0004] Un autre anticorps et methode est commercia- 
lise par CALTAG LABORATORIES a Burlingame, Cali- 20 
fornie (USA) sous les denominations « Monoclonal an- 
tibodies to human fetal hemoglobin » et «Anti-HbF-flow 
cytometric protocol ». Cette methode est plus courte 
avec six lavages, mais utilise comme fixateur l'aldehyde 
glutarique qui n'est pas stable a temperature ambiante. 2s 
[0005] II serait done souhaitable de disposer de reac- 
tifs pour la permeabilisation erythrocytaire qui soient 
stables et pourraient etre conserves pendant plus d'un 
an, et d'un procede de permeabilisation erythrocytaire 
qui ne comprenne pas plus de quatre etapes de lavage 30 
et une incubation courte, par exemple de trente minutes. 
[0006] Or, apres de longues recherches la demande- 
resse a decouvert qu'une permeabilisation des erythro- 
cytes, sans perte substantielle de Phemoglobine de la 
cellule, peut etre obtenue par le traitement des erythro- 35 
cytes a Paide d'un agent de fixation et d'un agent de per- 
meabilisation. 

[0007] C'est pourquoi la presente demande a pour ob- 
jet un procede de permeabilisation des erythrocytes ca- 
racterise en ce que I'on soumet les erythrocytes a I'ac- 40 
tion successivement 

(a) d'un agent de fixation comprenant un aldehyde 
aliphatique et un oligosaccharide, 

(b) d'un agent de permeabilisation comprenant un 45 
detergent et un oligosaccharide. 

[0008] Ce nouveau procede permet I'entree d'un an- 
ticorps dans Perythrocyte et Panalyse d'un antigene in- 
tracellulaire. Les antigenes presents dans Perythrocyte so 
et notamment ceux qui sont portes par Phemoglobine 
sont utilises pour la distinction et Pidentification des 
erythrocytes foetaux. 

[0009] L'agent de fixation contient un aldehyde ali- 
phatique, un oligosaccharide et de preference un poly- ss 
saccharide sulfate. II est notamment dans un milieu en- 
viron isotonique ou hypertonique et de preference lege- 
rement acide 



[0010] L'aldehyde aliphatique de preference en 
C1-C5 peut etre par exemple le paraformaldehyde et 
particulierement l'aldehyde formique. 
[0011] L'aldehyde aliphatique peut etre present dans 
une concentration de 0,3M a 1 2,3M, particulierement de 
1 ,5M a 1 0M et tout particulierement de 3M a 8,3M. Dans 
des conditions preferentielles de mise en oeuvre de 
Pagent de fixation ci-dessus, on utilise 6,7M de l'aldehy- 
de formique. 

[0012] L'agent de fixation contient egalement un oli- 
gosaccharide, de preference un disaccharide. On peut 
citer par exemple, atitre de disaccharide, le saccharose, 
le cellobiose, le maltose, le lactose, le gentiobiose, le 
melibiose et particulierement le trehalose. 
[001 3] ^oligosaccharide peut etre present a une con- 
centration de 0, 025M a 1.32M, particulierement de 
0,1 32M a 1,1 9M, et tout particulierement de 0,26M a 
1.06M. Dans des conditions preferentielles, l'agent de 
fixation contient environ 0,8M de trehalose. 
[0014] Un polysaccharide sulfate est avantageuse- 
ment utilise pour eviter desegregations incluantdes aci- 
des nucleiques, ce qui permet de diminuer le bruit de 
fond lorsque le procede ci-dessus est utilise dans un 
procede de detection des erythrocytes. 
[0015] II se trouve dans Pagent de fixation a une con- 
centration se situant entre 0,1 mg/ml et 10 mg/ml. De 
preference, l'agent de fixation contient environ 1 mg/ml 
de sulfate de dextran a un poids moleculaire autour de 
500.000 

[0016] Le pH de l'agent de fixation est par exemple 
un pH entre 3 et 8, particulierement entre 4 et 7. II est 
de preference legerement acide, tout particulierement 
entre 5 et 6. L'agent de fixation dans des conditions par- 
ticulieres a un pH de 5,5 environ, de preference tam- 
ponne par une solution 10mM de dihydrogeno-phos- 
phate de sodium. 

[0017] L'isotonicite de Pagent de fixation est obtenue 
de preference par la presence d'une concentration de 
0,1 5M NaCI. 

[0018] L'agent de permeabilisation contient un deter- 
gent zwitter-ionique, et particulierement un detergent 
anionique. Ce detergent anionique est par exemple du 
dioxycholate de sodium ou N-lauroyl sarcoside, et par- 
ticulierement du dodecyl sulfate de sodium. 
[0019] La concentration du detergent peut etre entre 
0,001% et 10%, et particulierement entre 0,01 et 5%. 
Dans des conditions preferentielles, Pagent de permea- 
bilisation contient environ 0,03% de dodecyl sulfate de 
sodium. 

[0020] L'agent de permeabilisation contient en outre 
un oligosaccharide, particulierement le trehalose com- 
me decrit dans le cas de l'agent de fixation. 
[0021] La concentration de trehalose dans le tampon 
de permeabilisation se situe par exemple entre 0.0026M 
et 0,26M, de preference entre 0.026M et 0,1 3M, et tout 
particulierement a environ 0.053M. 
[0022] Le pH de l'agent de permeabilisation est de 
preference legerement acide avec un pH entre 3 et 8, 
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particulierement entre 5 et 6. L'agent de permeabilisa- 
tion dans des conditions particulieres a un pH de 5,5 
environ. 

[0023] Le pH de I'agent de permeabilisation est de 
preference tamponne, avantageusement par utilisation 
de 10mM de dihydrogenophosphate de sodium et 
10mM de citrate de sodium. 

[0024] Le tampon de permeabilisation est de prefe- 
rence environ isotonique, par exemple par utilisation 
d'une concentration de 0,1 5M de chlorure de sodium. 
[0025] Le procede de I'invention trouve son applica- 
tion notamment dans identification des erythrocytes 
foetaux par une nouvelle methode d'immunomarquage 
utilisant des anticorps. C'est pourquoi, apres fixation et 
permeabilisation, les erythrocytes sont avantageuse- 
ment laves pour princtpalement ehminer le detergent qui 
pourrait avoir une influence netaste sur les anticorps uti- 
lises pour la mise en evidence des antigenes a Pinterieur 
de I'erythrocyte. 

[0026] L'agent de lavage est de preference une solu- 
tion de pH entre 3 et S. et avantageusement legerement 
acide, entre pH 5 et 6. Cette solution peut contenir un 
detergent neutre et peut contenir un sel d'acide et base 
forts comme NaCI et KCI De preference, l'agent de la- 
vage ne contient pas do detergent ct est hypotonique. 
Dans les conditions particulierement preferees, l'agent 
de lavage est de Peau distillee ou demmeraiisee. 
[0027] La presente demande a egalement pour objet 
un nouveau procede pour mettre en evidence des 
erythrocytes foetaux parmi une population d'erythrocy- 
tes d'un sang adulte. 

[0028] La methode la plus connue est celle de Klei- 
hauer basee sur une meilleure resistance des erythro- 
cytes foetaux contre une lyse hypotonique. Sous certai- 
nes conditions hypotoniques, un relargage de Phemo- 
globine des erythrocytes adultes est observe, mais pas 
des erythrocytes foetaux, ce qui permet de distinguer 
les erythrocytes foetaux a base de la couleur par ins- 
pection microscopique. 

[0029] L' inconvenient de cette methode est que pour 
un faible nombre d'erythrocytes foetaux a detecter, un 
grand nombre d'erythrocytes devait passer au micros- 
cope, ce qui represente une manipulation importante. 
Aussi, certaines pathologies peuvent conduire a une 
modification des erythrocytes, entrainant un comptage 
de faux positifs. De plus, selon certains rapports, ce test 
serait peu reproductible. 

[0030] D'autres methodes sont basees sur la permea- 
bilisation des erythrocytes et immunomarquage de I'he- 
moglobine foetale (g-hemoglobine) a Pinterieur des 
erythrocytes foetaux avec un anticorps fluorescent. La 
derniere methode permet un comptage par cytometric 
mais elle a comme inconvenient que certains erythro- 
cytes d'origine adulte peuvent contenir de Phemoglobi- 
ne foetale (F cells). Egalement, dans certaines maladies 
comme la Thalassemie, le nombre d" erythrocytes adul- 
tes contenant I'hemoglobine foetale est augmente. 
[0031] II serait done souhaitable de disposer d'un pro- 



cede d'immuno-marquage des erythrocytes foetaux de 
haute sensibilite et possibilites d'erreur reduites. 
[0032] L'invention a done egalement pour objet un 
procede de permeabilisation ci-dessus, caracterise en 

s ce que en outre, (d) Ton fait reagir les erythrocytes avec 
deux anticorps contre deux antigenes foetaux qui sont 
exprimes sur rerythrocyte de facon independante. 
L'une, I'hemoglobine foetale se trouve a Pinterieur de la 
cellule, I'autre, I'antigene i, a i'exterieur de la cellule. 

w [0033] Au cours de cette etape d'immunomarquage, 
les erythrocytes, de preference en suspension dans 
I'eau, sont avantageusement melanges avec un volume 
egal d'un tampon phosphate contenant 5 mg/ml de Se- 
rum Albumine Bovine et les deux anticorps. Lors de cet- 

1$ te etape, le pH devient neutre, permettant un bon fonc- 
tionnement des anticorps et t'environnement de 
rerythrocyte reste legerement hypotonique, permettant 
une bonne penetration des anticorps. 
[0034] L'tmmunomarquage simultane de Phemoglobi- 

20 ne foetale et i avec des anticorps marques avec deux 
marqueurs fluorescents differents permet un comptage 
des erythrocytes foetaux les distinguant les « F-cells ». 
[0035] Le marquage des anticorps avec les mar- 
queurs fluorescents comme le N-isothiocyanatedefluo- 

2S resceine ou la phycoerythrine par exemple peut etre 
realise de maniere conventionnelle comme decrit par 
exemple par G.T. HERM ANSON dans Bioconjugate 
Techniques, Chapitre 8. 1 . 1 , Fluorescein Derivatives pa- 
ges 302-305, Academic Press 1996 ou Chapitre 8.1. 7., 

30 Phycobiliprotein Derivatives pages 362-364. On peut 
notamment conjuguer Panticorps desire a la phycoeryth- 
rine activee avec du succinimidyM-fN-maleimidome^ 
thyl)cyclohexane-1-carboxylate apres reduction avec 
1mM de DL-dithiothreito! en PBS. 

35 [0036] Dans des conditions preferentielles de mise en 
oeuvre du procede ci-dessus decrit, on utilise pour mar- 
quer I'hemoglobine foetale Panticorps monoclonal de ty- 
pe lgG1 NaM16-2F4 depose a la Collection Nationale 
de Microorganismes (CNCM) a Paris le 23 juin 1998 

40 sous le N° 1-2044 et pour marquer I'antigene i, Panti- 
corps monoclonal de type IgM NaM61 -1 A2 depose a la 
Collection Nationale de Microorganismes (CNCM) a Pa- 
ris ie 23 juin 1998 sous ie N° I -2043. 
[0037] Dans d'autres conditions preferentielles de mi- 

45 se en oeuvre de l'invention, une augmentation de la sen- 
sibilite du test est obtenue en rajoutant un marqueurdes 
acides nucleiques, d'une troisieme couleur. 
[0038] En cytometrie en trois couleurs, on peut ainsi 
eliminer des evenements correspondant a un faux « 

so bruit de fond », souvent des leucocytes ou des cellules 
mortes qui sont riches en ADN. 

[0039] Dans des conditions particulierement prefe- 
rees, le marqueur des acides nucleiques utilise est un 
colorant des cellules nuclees, par exemple par fixation 
55 sur I'ADN, particulierement le LDS 751 (MOLECULAR 
PROBES, Inc. Or, USA). 

[0040] La presente demande a encore pour objet un 
kit de permeabilisation des erythrocytes, caracterise en 
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ce qu'il renferme 

(a) un agent de fixation environ isotonique compre- 
nant un aldehyde aliphatique et un oligosaccharide, 

(b) un agent de permeabilisation comprenant un de- s 
tergent et un oligosaccharide. 

[0041] La presente demande a encore pour objet un 
kit d'immuno-marquage des erythrocytes foetaux, ca- 
racterise en ce qu'il comprend un kit de permeabilisation io 
des erythrocytes ci-dessus ainsi que deux anticorps 
contre deux antigenes foetaux qui sont exprimes sur 
I'erythrocyte de fagon independante, 
[0042] La presente demande a enfin pour objet un 
precede d' identification des erythrocytes foetaux par im- is 
munomarquage, caracterise en ce que Ton soumet les 
erythrocytes a Taction successivement : 

(a) d'un agent de fixation comprenant un aldehyde 
aliphatique et un oligosaccharide dans un milieu en- 20 
viron isotonique, ou hypertonique, 

(b) d'un agent de permeabilisation comprenant un 
detergent et un oligosaccharidel'on opere selon la 
revendication 8 

(c) d'un agent de lavage pour principalement elimi- 25 
ner le detergent 

(d) de deux anticorps contre deux antigenes foe- 
taux qui sont exprimes sur I'erythrocyte de fagon inde- 
pendante 30 

puis procede a la detection des erythrocytes foe- 
taux. 

[0043] Cette detection peut etre realisee par tous les 
moyens bien connus de I'etat de la technique de detec- 
tion de composes fluorescents, combinee a I'utilisation 35 
de seuils de mesures ou de cadres de mesures. 
[0044] Les conditions preferentielles de mise en 
oeuvre des procedes ci-dessus decrites s'appliquent 
egalement aux autres objets de I'invention vises ci-des- 
sus, notamment les kits. 40 
[0045] Les exemples qui suivent illustrent la presente 
demande. 

Exemple 1 : Reactif de fixation 

45 

[0046] 

6.67M aldehyde formique 
0,8M D (+) Trehalose 

0,1 5M Chlorure de sodium so 
0,01 M dihydrogenophosphate de sodium 
1 mg/ml dextran sulfate (PM 500.000) 
pH 5,5 

ss 



Reactif de permeabilisation 
[0047] 

0,001 M dodecyl sulfate de sodium 
0,1 5M NaCI 

0,01 M dihydrogeno phosphate de sodium 
0,01 M citrate de sodium 

0. 053. D(+) Trehalose 
pH5,5 

Exemple 2 : procedure de permeabilisation 

[0048] Quatre echantillons sanguins ont ete choisis 
pour etre soumis a une procedure de permeabilisation. 
[0049] Les echantillons ont ete utilises avec de I'Acide 
ethylene diamine tetraacetique (EDTA) comme anticoa- 
gulant. 

1 . Sang d'un sujet male. 

2. Un millilitre du meme sang decrit en 1 auquel il 
est rajoute 0,01 ml de sang de cordon ombilical pris 
pendant la naissance d'un enfant. 

3. Sang d'une femme enceinte, dont le sang a ete 
inspecte par la methode Kleihauer et pour lequel le 
resultat rendu eta it negatif. 

4. Sang d'une femme enceinte dont le sang a ete 
inspecte par la methode Kleihauer et pour lequel le 
resultat rendu etait positif, donnant une valeur de 
0,1% d'erythrocytes foetaux. 

[0050] Chaque echantillon de 0,01 ml de sang a ete 
melange a 0,1 ml de reactif de fixation (exemple 1 ) et le 
melange a ete incube pendant 30 minutes a temperatu- 
re ambiante (20-25°C). Apres incubation, 3 ml de tam- 
pon phosphate (PBS = Phosphate Buffered Saline) ont 
ete rajoutes comme lavage et Tensemble a ete centrifu- 
ge a 300g. 

[0051] Apres aspiration, les cellules ont ete reprises 
dans 3 ml de reactif de permeabilisation (exemple 1) et 
centrifugees a 300g. 

[0052] Apres aspiration, les cellules ont ete reprises 
dans 1 ml d'eau demineralisee. 

Exemple 3 : ImmunomarQuaqe des erythrocytes foe- 
taux 

[0053] 20u.l de chacune des preparations de I'exem- 
ple 2 d'erythrocytes en suspension dans I'eau ont ete 
melanges a 20 u.l de la preparation suivante : 
[0054] PBS contenant : 

50u,g/ml d'anticorps monoclonal NaM16-2F4 dirige 
contre I'hemoglobine foetale et conjugue au fluores- 
ceine isothiocyonate comme decrit par G.T HER- 
MANSON dans Bioconjugate Techniques, Chapitre 
8.1.1, Fluorescein Derivatives pages 302-305, Aca- 
demic Press 1996; 
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3, 1 2 u.g/ml d'anticorps monoclonal NaM61 -1 A2 di- 
rige contre I'antigene i et conjugue a la phycoeryth- 
rine comme decrit par G.T. HER MAN SON dans Bio- 
conjugate Techniques, Chapitre 8.1. 7., Phycobili- 
protein Derivatives pages 362-364 ; 
3,12 u-g/ml de LDS 751 (Molecular Probes, OR, 
USA) . 

5 mg/ml de Serum Albumine Bovine (BSA) . 

[0055] Apres une incubation de 15 minutes, 3 ml de 
tampon phosphate contenant 0,1 7M d'aldehyde formi- 
que ont ete rajoutes a chaque melange comme lavage 
et centrifuges a 300g pendant 5 minutes. Apres aspira- 
tion, les cellules ont ete reprises dans 0,5 ml de tampon 
phosphate, 0, 17M d'aldehyde formique. 
[0056] L'hybridome correspondant a I'anticorps mo- 
noclonal NaM16-2F4 a ete depose a la Collection Na- 
tionale de Microorganismes (CNCM) a Paris le 23 juin 
1998 sous le N° I-2044. L'anticorps monoclonal 
NaM16-2F4 est de type lgG1. L'hybridome correspon- 
dant a l'anticorps monoclonal NaM61 -1 A2 a ete depose 
a la Collection Nationale de Microorganismes (CNCM) 
a Paris 23 juin 1998 sous le N° I-2043. L'anticorps mo- 
noclonal NaM61-1 A2 est de type IgM. 

Exemple 4 : Analyse cytometrique 

[0057] Un cytometre Coulter XL (Miami, Floride, USA) 
a ete utilise pour I'analyse des resultats. Les reglages 
de fluorescence FL1 et FL2 et les compensations ont 
ete obtenus selon les instructions du fabricant en utili- 
sant un echantillon de reference « Cytotrol » (Coulter 
N° Cat 6604248), melange avec 20u,l de I'echantillon 
N°1 de I'exemple 2, et marque avec un melange de 
CD4-FITC(N-isothiocyanate de fluoresce me) et 
CD8-PE (phycoerythrine) (Immunotech, N° Cat 
IM0747). 

[0058] Le reglage et la compensation de FL4 ont ete 
obtenus avec I'echantillon 2 de I'exemple 2, apres im- 
munomarquage selon I'exemple 3. 
[0059] La figure 1 montre un scattergramme des eve- 
nements de I'echantillon 2 (exemple 2) apres immuno- 
marquage (exemple 3). Les evenements de taille infe- 
rieure a celle des erythrocytes ont ete exclus par un 
seuil. 

[0060] La figure 2 montre une analyse en diffusion 
aux grands angles et FL4 des evenements de I'echan- 
tillon 2 (exemple 2) apres immunomarquage (exemple 
3) et exclusion des evenements de taille inferieure com- 
me montre en figure 1 . Les evenements positifs en LDS 
751 (leucocytes et particules non identifies) ont ete mis 
en dehors d'un cadre. 

[0061] La figure 3 montre une analyse en FL1 et FL2 
sur des populations erythrocytaires apres immunomar- 
quage (exemple 3) et incluses dans un cadre comme 
montre en figure 2. 

[0062] Sur la figure 1 . Ton peut observer une popula- 
tion d'evenements homogenes d'erythrocytes adultes et 



foetaux. Un seuil dans la diffusion aux petits angles ex- 
clut les evenements d'une taille inferieure au seuil choisi 
tels que ceux correspondant aux plaquettes et debris. 
Un faible nombre de leucocytes et de debris de grande 

s taille sont inclus dans la population. 

[0063] Sur la figure 2, Ton peut observer la meme po- 
pulation que dans la figure 1 representee en diffusion 
aux grands angles et en FL4, region de fluorescence 
emise par le LDS751. Les evenements positifs pour le 

io LDS751 , voire les leucocytes et les debris de grande 
taille, sont exclus de I'analyse par un cadre cree autour 
des evenements negatifs y compris les erythrocytes 
adultes et foetaux. 

[0064] Sur la figure 3, ou les echantillons 1 , 2, 3, 4 
is (Echantillon 1 (exemple 2): erythrocytes d'un sang 
d'adulte servant de controle ; Echantillon 2 (exemple 2): 
erythrocytes d'un sang adulte melange avec 0,01 v/v 
d'un sang de cordon ; Echantillon 3 (exemple 2) : 
erythrocytes d'un sang Kleihauer negatif servant de 
20 controle ; Echantillon 4 (exemple 2): erythrocytes d'un 
sang Kleihauer positif ) correspondent respectivement 
a A, B, C, et D, Ton peut observer une analyse en FL1 
et FL2 des populations d'evenements comme represen- 
ts dans le cadre en figure 2. La figure 3B correspond 
25 effectivement a la representation de la figure 2, ce qui 
est similaire aux representations correspondant a la fi- 
gure 3A, C et D. 

[0065] Dans les figures, le FL1 correspond a ('expres- 
sion de I'hemoglobine foetale, et le FL2 a I'expression 

30 de i. La bande de gauche definie par I'abcisse = 1 con- 
sent les evenements correspondant aux erythrocytes 
adultes. et Ton remarque une distinction nette entre les 
erythrocytes adultes et foetaux. Dans la figure 3B, oh 
observe dans la fenetre F des evenements n'existant 

35 pas dans la figure 3A et correspondant au sang de cor- 
don qui a ete rajoute au sang adulte. Dans la figure 3D, 
on observe dans la fenetre F des evenements n'existant 
pas dans la figure 3C et correspondant aux erythrocytes 
foetaux qui ont circule dans le sang d'une femme apres 

40 hemorragie foetale. 

[0066] On peut conclure de ce qui precede que la me- 
thode et les reactifs de detection des hematies foetales 
de I'invention ont fait preuve d'efficacite dans un modele 
ou le sang de cordon a ete rajoute a un sang adulte et 

45 egalement dans les cas d'hemorragie foetale de la fem- 
me enceinte. 

[0067] On peut Egalement conclure de ce qui precede 
que la methode et les reactifs ci-dessus permettent la 
detection de la chaine gamma de I'hemoglobine dans 

50 I'hematie. Outre les cas d'hemorragie foetale de la fem- 
me enceinte la methode peut s'appliquer notamment 
dans des cas de thalassemia de maladie des hematies 
cruciformes, de carence de fer chez la femme enceinte, 
etc. La methode et les reactifs permettent egalement de 

55 detecter par la presence ou non du groupe sanguin i, la 
provenance foetale d'une hematie ou non. 
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Revendications 

1. Un precede de permeabilisation des erythrocytes 
caracterise en ce que Ton soumet les erythrocytes 
a Taction successivement 

(a) d'un agent de fixation comprenant un alde- 
hyde aliphatique et un oligosaccharide, 

(b) d'un agent de permeabilisation comprenant 
un detergent et un oligosaccharide. 

2. Un precede de permeabilisation selon la revendica- 
tion 1 , caracterise en ce que I'agent de fixation est 
dans un milieu environ isotonique, ou hypertonique. 

3. Un procede de permeabilisation selon Tune des re- 
vendications 1 et 2. caracterise en ce que I'agent 
de fixation a un pH de 4 a 7. 

4. Un procede de permeabilisation selon Tune des re- 
vendications 1 a 3. caracterise en ce que le deter- 
gent de I'agent de permeabilisation est anionique. 

5. Un procede de permeabilisation selon Tune des re- 
vendications 1 a 4, caracterise on cc que I'agent de 
permeabilisation a un pH de 5 a 6 

6. Un procede de permeabilisation selon I'une des re- 
vendications 1 a 5, caracterise en ce que en outre, 

(c) apres fixation et permeabilisation, les erythrocy- 
tes sont laves a I'aide d'un agent de lavage pour 
principalement eliminer le detergent. 

7. Un procede de permeabilisation I'une des revendi- 
cations 1 a 6, caracterise en ce que I'agent de fixa- 
tion comprend en outre un polysaccharide sulfate. 

8. Un procede de permeabilisation selon I'une des re- 
vendications 1 a 7, caracterise en ce que en outre, 

(d) Ton fait reagir les erythrocytes avec deux anti- 
corps contre deux antigenes foetaux qui sont expri- 
mes sur Terythrocyte de facon independante. 

9. Un kit de permeabilisation des erythrocytes, carac- 
terise en ce qu'il renferme 

(a) un agent de fixation environ isotonique, ou 
hypertonique, comprenant un aldehyde alipha- 
tique et un oligosaccharide, 

(b) un agent de permeabilisation comprenant 
un detergent et un oligosaccharide. 

10. Un kit d'immuno-marquago des erythrocytes foe- 
taux, caracterise en ce qu'il comprend un kitde per- 
meabilisation des erythrocytes selon la revendica- 
tion 9 ainsi que deux anticorps contre deux antige- 
nes foetaux qui sont exprimes sur Terythrocyte de 
fagon independante. 



11. Un kit selon la revendication 10, caracterise en ce 
que les deux anticorps contre deux antigenes foe- 
taux qui sont exprimes sur Terythrocyte de facon in- 
dependante sont marques avec deux marque urs 

s fluorescents differents. 

12. Un kit selon la revendication 10 ou 11, caracterise 
en ce que les deux antigenes foetaux qui sont ex- 
primes sur Terythrocyte de facon independante sont 

io run, I'hemoglobine foetale qui se trouve a I'interieur 
de la cellule, Pautre, I'antigene i, qui se trouve a Tex- 
terieur de la cellule. 

13. Un kit selon I'une des revendications 10 a 12, ca- 
is racterise en ce que Ton utilise pour marquer Phemo- 

globine foetale, I'anticorps NaM16-2F 4 monoclonal 
de type IgGI depose a la Collection Nationale de 
Microorganismes (CNCM) a Paris le 23 juin 1998 
sous le N° I-2044, et pour marquer I'antigene i I'an- 
20 ticorps monoclonal NaM61 -1 A2 de type IgM depo- 
se a la Collection Nationale de Microorganismes 
(CNCM) a Paris le 23 juin 1998 sous le N° I-2043. 

14. Un procede ^identification des erythrocytes foe- 
2s taux par immunomarquage, caracterise en ce que 

Ton soumet les erythrocytes a Taction successive- 
ment 

(a) d'un agent de fixation comprenant un alde- 
30 hyde aliphatique et un oligosaccharide dans un 

milieu environ isotonique, ou hypertonique, 

(b) d'un agent de permeabilisation comprenant 
un detergent et un oligosaccharide 

(c) d'un agent de lavage pour principalement 
35 eliminer le detergent 

(d) de deux anticorps contre deux antigenes 
foetaux qui sont exprimes sur I'erythrocyte de facon 
independante 

40 puis procede a la detection des erythrocytes 

foetaux. 
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